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Zusammenfassung: Menschliche und tierische Seren spalten regelmäßig das chromogene Substrat Chromozym TH
(Tos-Gly-Pro-Arg-pNA · HC1)1). Dagegen wird es in der Regel von Citratplasma, EDTA-Plasma, Heparin-Plasma,
Urin und Liquor nicht gespalten. Bei der Untersuchung der zugrunde liegenden Ursachen zeigt sich, daß die Spal-
tungsgeschwindigkeit von Serum gesunder Blutspender oder von Patienten ohne Antikoagulantien-Behandlung in
weiten Grenzen schwankt. Männer und Frauen zeigten keinen signifikanten Unterschied, bei den Patienten ergaben
sich weder im Bereich der oberen oder unteren Extreme Häufungen von Diagnosen, Zuständen oder Symptomen. Bei
Patienten unter Antikoagulantien-Behandlung ergab sich nur ein sehr grober Zusammenhang zwischen dem individu-
ellen Quick-Wert im Citratplasma und der Spaltungsaktivität im Serum. Die individuelle Streuung von Tag zu Tag
schwankte in einzelnen Fällen bis zum Achtfachen, wobei die Bedingungen der Blutentnahme offenbar von großem
Einfluß auf die spätere Serumaktivität ist. Allerdings gelang es nicht, die Entnahmebedingungen so zu standardisieren,
daß bei einzelnen Probanden bei wiederholten Blutentnahmen etwa gleiche Aktivitäten im Serum gefunden wurden.
Die Chromozym TH-spaltende Aktivität im Serum ist wesentlich lagerungsstabiler als die von Humanthrombin, sie
wird durch Heparin nicht gehemmt und kann durch Bariumsulfat oder Aluminiumhydroxid nicht adsorbiert werden.
Seren mit hohen Chromozym TH-spaltenden Aktivitäten sind nicht in der Lage, Fibrinogen in Fibrin zu überführen.
Bei der elektrophoretischen Trennung verhält sich die Chromozym TH-spaltende Aktivität im Serum deutlich unter-
schiedlich von Humanthrombin, ebenso ist ihre McA0efts-Konstante deutlich niedriger.
Durch Immunpräzipitation konnte festgestellt werden, daß es sich bei der Serumaktivität um einen Komplex aus
Thrombin und a2 -Makroglobulin handelt.
Studies on the chromozyme TH-cleaving activity of human serum
Summary: As a rule, human and animal sera cleave the chromogenic substrate TH (Tos-Gly-Pro-Arg-pNA · HC1). On
the other hand, it is not normally cleaved by citrate-plasma, EDTA-plasma, heparin-plasma, urine, or cerebrospinal
fluid. During the investigation of the fundamental reasons for these differences, it was found that the cleavage rate
by the serum of healthy blood donors, or patients without anticoagulant treatment, showed very wide variations.
There was no significant difference between men and women. In the upper and lower extremes of cleavage activity
in the blood of patients, there was no correlation with any diagnosis, condition, or symptoms. In patients treated
with anticoagulants, there was only a very rough correlation between the coagulation value of the citrate-plasma and
the cleaving activity in the serum. The individual variation from day to day showed a scatter that was as much as
eight fold in individual cases. The conditions of blood sampling appeared to have a large influence on the serum
activity, but it was never possible to obtain similar serum activities for different samples from one donor, simply by
standardisation of the sampling procedure. The chromozyme TH-cleaving activity in the serum is more stable to
storage than that of human thrombin; it is not inhibited by heparin, and it is not adsorbed by barium sulphate or
aluminium hydroxide. Sera with high chromozyme TH-cleaving activities do not convert fibrinogen into fibrin. The
electrophoretic behaviour of the chromozyme TH^cleaving activity is markedly different from that of human thrombin,
and it$ Michaelis constant is much lower. By immunoprecipitation, it was shown that the chromozyme TH-cleaving
activity is the property of a complex of thrombin and a2-macroglobulin.
Tos = Tosyl-, /7-Tolylsulfonyl- P'P = Piperidinyl-, 4-Aminobutyryl-
pNA = p-Nitranilid Cbz = Carbobenzoxy-, Benzyloxycarbonyl-
Bz = Benzoy 1-
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Einfuhrung
Die von Svendsen et al. (1) erstmals synthetisierten
chromogenen Substrate zur Bestimmung von Trypsin,
Thrombin und Thrombin-ähnlichen Enzymen haben
der experimentellen Untersuchung von Blutgerinnung
und Fibrinolyse neue Möglichkeiten eröffnet: Während
des Gerinnungsvorgangs wird von den als Substrat dienen-
den Oligopeptiden das Chromogen — in der Mehrzahl p-
Nitroanilin — abgespalten, ein Prozeß, der photomet-
risch verfolgt werden kann. Von den Gerinnungsfakto-
ren können auf diesem Wege heute Faktor Ha (= Throm-
bin) (2, 3,4, 5) und Faktor Xa (= Autoprothrombin C)
(6, 7) direkt bestimmt werden. Aber auch für andere
Serinproteasen (z. B. Plasmin (8), Kallikrein (9), Uro-
kinase (10)) konnten chromogene Substrate syntheti-
siert werden, die eine unmittelbare Aktivitätsbestim-
mung erlauben.
Für zahlreiche andere Faktoren und Inhibitoren sind in-
direkte, auf diesem Prinzip basierende Verfahren beschrie-
ben worden (l 1—20). Übersichten wurden unlängst auf
einem von/. Witt (21) editierten Symposium gegeben,
eine kurze Übersicht gibt Ducken et al. (22).
Wir haben beobachtet, daß Chromozym TH (Tos-Gly-Pro-
Arg-pNA · HC1)1) von menschlichen und tierischen Seren
stets gespalten wird. Dabei sind die Hydrolysegeschwin-
digkeiten sehr unterschiedlich. Nicht gespalten wird
Chromozym TH in der Regel von Citratplasma, EDTA-
Plasma, Heparin-Plasma, Urin und Liquor. Die unerwar-
tete Beobachtung, daß nach dem in vitro abgelaufenen
Gerinnungsprozeß im Serum regelmäßig eine relativ hohe
Chromozym TH-Spaltungsaktivität meßbar ist, war An-
laß, dieses Phänomen näher zu untersuchen.
Material und Methoden
Untersuchungsmaterial
a) Serum- und Plasma-Proben von Gesunden stammten entweder
von Blutspender oder von Laborpersonal des Kantonsspitals
St. Gallen.
b) Für einige Fragestellungen wurden Plasmen und Seren von
hospitalisierten Patienten mit bekannten klinischen Diagno-
sen dem Eingangsmaterial des Instituts entnommen.
Chemikalien
a) als chromogenes Substrat wurde Chromozym TH (Boehringer
Mannheim, Bestellnummer 199 664), eingesetzt. Als Ver-
gleichs-Substrate hatten wir die folgenden Verbindungen
zur Verfügung:





Pentapharm-Substrate (Pentapharm AG, Basel):
Substat für Plasmin (Tos-Gly-Pro-Lys-pNA)1)
Substat für Kallikrein (Bz-Pro-Phe-Arg-pNA)
Substrat für Trypsin (H-D-Val-Gly-Arg-pNA)
Versuchs-Substrat l (Bz-Arg-pNA)1)
Versuchs-Substrat 2 (Cbz-Gly-Pro-Arg-pNA)1)
b) Aprotinin wurde in Form von Trasylol (Bayer, Leverkusen)
verwendet, 14 mg = 100000 KIE.
c) Als Thiombinpräpaiat (bovin) wurde „Test-Thrombin,
standardisiert'*, (Behiingwerke, Bestellnummer RHT 19)
verwendet.
d) Für Vergleichszwecke wurde auch Thrombin (human) Cal-
biochem, (Humanthrombin) Bestellnummer 605/166, einge-
setzt.
e) Als Heparin-Präparat diente Liquemin (Firma Hoffmann-La
Röche), 60 USP-Einheiten/ml.
f) Antiseren: Anti-IgA-Serum vom Kaninchen und Anti-Trans-
ferrin-Serum vom Kaninchen wurde von der Firma DAKO-
PATTS, Copenhagen (Vertretung Schweiz: READY SYSTEME
AG, CH-8347 ZURZACH/AARGAU) bezogen. Alle übrigen ein-
gesetzten Antiseren waren Handelspräparate der Behiing AG.
g) Triethanolamin-Puffer pH 8,4, lonenstärke 0,6.
h) Baibituratpuffer pH 7,6* lonenstärke 0,5.
Bestimmung der Spaltungsaktivität
Wenn nicht ausdrücklich anders vermerkt, wurden zu 400
Triethanolamin-Puffer 50 Substratlösung (1,5 mmol/l) zuge-
geben und nach Erreichen der Reaktionstemperatur (+ 37° C)
20 Probe zugemischt. Die Messungen erfolgten bei 405 nm
mit einem Photometer Eppendorf und Absorptionsschreiber.
Der Gesamt-Ansatz enthält somit 0,075 Chromozym TH,
die Endkonzentration an Substrat entspricht etwa 160 /l,
liegt also weit oberhalb der bisher beschriebenenen Michaelis-Kon-
stante von Humanthrombin gegenüber Chromozym TH (36).
Die Aktivität wurde in U/l in folgender Weise berechnet:
AA4os/min · 2260 = U/l, wobei ein A^s für p-Nitroanilin von
10400 mol'1 -l"1 - cm bei den gegebenen Reaktionsbedingungen
angenommen wurde.
Elektrophoretische Trennung der enzymatischen
Aktivitäten
Als Träger wurde ein kommerzieller Agaiosegel-Film verwendet
(Protifilm-HR, READYSYSTEME AG, CH 8347 ZURZACH/
AARGAU). Als Puffer diente Barbituratpuffer pH 8,6, lonen-
stärke 0,075, die Laufstrecke betrug 70 mm. Die Spannung
wurde während des Trennvorgangs so variiert, daß zunächst
30 min 14 Watt, dann 60 min 9 Watt, danach 30 min 7 Watt
resultierten. Als Trennkammer diente die LKB-Elektrophorese-
kammer Multiphor, die Temperatur während der Trennung be-
trug + 4° C.
Es wurden jeweils etwa l Material auf das Agarosegel aufge-
bracht.
Visualisierung der enzymatischen Aktivitäten
Nach der Trennung wurde das Agarosegel auf eine Glasplatte ge-
legt, mit 5 ml Substratlösung (1,5 mmol/1) überschichtet und
30 min in einer feuchten Kammer bei + 37° C inkubiert. Danach
war die Substratlösung vom Agarosegel weitgehend aufgesaugt,
die Protease-Aktivitäten konnten als schwachgelbe Flecken er-
kannt werden.
Zur Farbvertiefung wurde anschließend eine Diazotierung durch-
geführt, wobei wir auf die Erfahrungen von Unger (23) zurück-
griffen: Das Agarosegel wurde mit frisch angesetzter Natrium-
nitrit-Lösung (0,029 mol/1) überschichtet, daran anschließend in
eine Lösung von Ammoniumamidosulfonat (0,044 mol/1) einge-
bracht und schließlich 25 ml einer Lösung von N-(Naphthy!-(!)-
ethylen-diammonium-dichlorid (0,1 mol/1) vorsichtig auf das
Agarosegel aufgegossen. Nach 10 min Inkubation bei Raum-
temperatur wurde die überstehende Flüssigkeit mit Filtrierpapier
abgetupft. Das Farbreagenz wurde jew.eils frisch in 2 ml Dime-
thylsulfoxid gelöst und auf 25 ml mit destilliertem Wasser aufge-
füllt.
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Ergebnisse
Die Chromozym TH-spaltende Aktivität von
menschlichem Serum
Serum von Blutspendern
Von 200 Blutspendern (100 Männer und 100 Frauen) im
Alter zwischen 20 und 60 Jahren wurde im spontan ge-
ronnenem Serum die Chromozym TH-spaltende Aktivi-
tät gemessen und als Histogramm dargestellt (Abb. 1).
Die angedeutete bimodale Verteilung hatte eine Spann-
weite von 658 bis 3983 U/l.
Die Aufteilung in Männer und Frauen ergab ähnliche Re-
sultate:
Die Spannweite der Frauen umfaßt 799 bis 3983 U/L
Das männliche Blutspender-Kollektiv zeigte eine Spann-
weite von 658 bis 2984 U/l.
Auf eine statistische Auswertung der Histogramme wurde
bewußt verzichtet.
Chromozym TH-spaltende Aktivität im Serum von Pa-
tienten ohne Antikoagulantien-Behandlung
Die Chromozym TH-spaltende Aktivität in Seren von Pa-
tienten ohne Antikoagulantien-Behandlung ergab das
Histogramm der Abbildung 2: Es überdeckt den Bereich
von 258 bis 5158 U/l; Männer und Frauen zeigten keinen
signifikanten Unterschied. In beiden Fällen liegen rechts-
schiefe Verteilungen vor. Die Prüfung der Frage, ob im
Bereich der oberen und unteren Extreme bestimmte
Diagnosen, Zustände oder Symptome bei den Patienten
gehäuft auftraten, ergab ein negatives Resultat. Es ließ
sich kein Zusammenhang zwischen einem Zustand oder
Krankheitsbild und der Chromozym TH-spaltenden Akti-
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Abb. 1. Chromozym TH-spaltende Aktivität von menschlichem
Serum, gemessen an einem Kollektiv von 200 Blutspen-
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Abb. 2. Chromozym TH-spaltende Aktivität von menschlichem
Serum, gemessen an 134 Patienten (ohne Antikoagulan-
tien-Behandlung).
Chromozym TH-spaltende Aktivität in Seren von Patien-
ten unter Antikoagulantien-Behandlung
Ein Kollektiv aus 23 Patienten, deren g"/cfc-Werte zwi-
schen 14 und 50% lagen, zeigte eine Aktivität zwischen
35 und 470 U/l und lag damit offenbar weit niedriger als
bei den Blutspendern oder den anderen Patienten. Es ließ
sich jedoch keine hinreichende Korrelation zwischen
Chromozym TH-spaltender Aktivität und individuellem
Quick-Wert ermitteln (Abb. 3). Wurden die Patienten je-
doch entsprechend ihren Ö^c^-Werten in 4 Gruppen ein-
geteilt, so ergab sich die in Tabelle l wiedergegebene Be-
ziehung. Offenbar kann durch grobe Klassifizierung ein
Zusammenhang zwischen dem Resultat des Quick-^sts
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Abb. 3. Chroraozym TH-spaltende Aktivität von menschlichem
Serum, gemessen an Patientenseren (unter Antikoagulan-
tien-Behandlung).
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Tab. l. Vergleich gruppierter ßw/cAr-Werte mit der Chromozym
TH-spaltenden Aktivität im Serum.














Die individuelle Streuung der Chromozym TH-spaltenden
Aktivität von menschlichem Serum
Von Patienten und von gesunden Probanden (Laborper-
sonal) wurde während 5 Tagen täglich unter Standardbe-
dingungen Blut entnommen; der Gerinnungsvorgang ver-
lief ebenfalls unter normierten Bedingungen (Glasgefäß,
+ 37° C, 30 min). Nach Abzentrifugieren wurde im über
stehenden Serum die Chromozym TH-spaltende Aktivität
bestimmt. Die Resultate in Tabelle 2 zeigen, daß beim
gleichen Probanden von Tag zu Tag Schwankungen von
399 bis 2843 U/l beobachtet werden können.
Tab. 2. Chromozym TH-spaltende Aktivität im Serum von 6 Pro-
banden, denen 5 Tage hintereinander Blut abgenommen
worden war.
Chromozym TH-spaltende Aktivität (U/l)






































Die Schwankungen hängen offenbar mit den Bedingungen
der Blutentnahme zusammen: Wurde außer der Metall-
kanüle zur Venenpunktion nur Plastikmaterial verwen-
det, so resultierten stets niedrigere Werte, als wenn Glas-/
Metall-Spritzen zur Blutabnahme dienten und das ent-
nommene Blut in ein Glasgefäß umgegossen wurde. Es
gelang nicht, die Entnahme-Bedingungen so zu standardi-
sieren, daß bei einem Probanden bei wiederholten Blut-
entnahmen am gleichen Tag etwa gleiche Aktivitäten im
Serum gefunden wurden.
Vergleiche der Chromozym TH-spaltenden
Aktivität von Serum mit Thrombin
Da Chromozym TH vorzugsweise durch Thrombin
enzymatisch gespalten wird, war es naheliegend, die
Eigenschaften der Serumaktivität mit denen von Rinder-
oder Humanthrombinpräparaten zu vergleichen.
a) Eine Verdünnungsreihe, hergestellt von frisch gewon-
nenem Serum (in Triethanolamin-Puffer) ergab eine
lineare Beziehung zwischen Verdünnungsgrad und
Spalturigsgeschwindigkeit, wie es auch für Rinder- und
Humanthrombin zutraf.
b) Die Lagerungsstabilität der Serumaktivität bei Raum-
temperatur und bei + 4°C wurde über 5 Tage verfolgt
und die Resultate in der Abbildung 4 dargestellt. Der
gleiche Versuch mit Rinderthrombin (gelöst in Wasser
und/oder in Albujninlösung) ist zum Vergleich wieder-
gegeben. Demnach ist die Stabilität der Thrombinprä-
parate deutlich niedriger als die Chromozym TH-spal-
tende Aktivität von Humanserum.
c) Zusatz von Aprotinin (400 KIE/Ansatz) hat keine
Wirkung auf die Spaltungsgeschwindigkeit von Rinder-
thrombin oder von Humanserum.
Orientierend wurden noch jeweils in l O"3 mol/1 End-
konzentration die folgenden Zusätze geprüft: Cystein,
Ascorbinsäüre, Oxalat, Sperinin, EDTA, Magnesiüm-
und Calcium-Ionen. Alle geprüften Zusätze hatten kei-
nen Effekt auf die Substratspaltung durch Thrombin
und/öder durch Serum.
d) Ein Gemisch von Seren verschiedener Versuchsperso-
nen mit unterschiedlichen Spaltungsaktivitäten ergab
eine der Mischung entsprechende Gesamtaktivität, d.h.
die Spaltungsaktivität wird wahrscheinlich nicht durch
Hemmfaktoren beeinflußt.
e) Durch Bariumsulfat oder Aluminiumhydroxid kann
Thrombin sowohl aus wäßrigen als auch aus Albumin-
t ( h ]
Abb. 4. Die Lagerungsstabilität von Thrombin im Vergleich zu
Serum, gemessen an der Chromozym TH-spaltenden
Aktivität. ' ,
p Serum + 4 °C Serum + 22 °C
o·—,0 thrombin + 4 °C ' V—-· Thrombin * 22 °C







Machen Sie mit Eppendorf den Schritt nach vom.
Reduzieren Sie den Zeitaufwand in Ihrem Labor.
Schließen Sie Fehlermöglichkeiten aus. Verbessern
Sie die Analysen-Qualität.
Der entscheidende Fortschritt:
1. Sie können Ihre individuellen Daten
von 24 Methoden speichern. Das machen Sie nur
einmal. Ändert sich Ihr Programm, sind die neuen
Daten im Handumdrehen eingegeben.









3. Sie brauchen nichts
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macht den Nullab-
gleich. Er sucht den
optimalen Meßbereich.
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können.
4. Sie sind von allem Prüf-
und Kontrollaufwand befreit. Der Mini-Computer
vergleicht die Kontrollzahlen zur Linearitätskontrolle
und macht die Standard-Mittelwertbildung für Sie.
Er schützt Sie vor falschen Ergebnissen.
Und noch etwas sollten Sie wissen:
Zum PCP 6121 gehört das Eppendorf-System
zur Probenaufbereitung. Beides ist aufeinander ab-
gestimmt und bietet Ihnen ein Optimum an

















of Hormones and Drugs
Proceedings of the International Symposium on Enzyme Labelled
Immunoassay of Hormones and Drugs, Dim, West Germany,
July 10 and 11,1978.
1978.17 cm χ 24 cm. XXVI, 475 pages. Numerous illustrations.
Hard cover DM 130,-; $68.50 ISBN 311 007539 3
Over the past three decades, there has been tremendous progress
in the discovery and development of analytical methods for the
quantitative determination of minute amounts of various substances
in biological samples.
The introduction of competitive protein binding technique and radio-
immunoassay have made it possible to measure many hormones
and drugs at extremely low concentrations, thus opening a new
avenue of sensitive assays.
As these techniques involve the use of radioactive isotopes,
analytical laboratories allied to medicine are faced with a serious
health hazard.
Enzyme immunoassay has essentially solved this problem
because no radiation hazard or disposal difficulties are involved
as this procedure is free from the use of radioactive isotopes.
Enzyme immunoassay methods are specific and sensitive, some
of these procedures being as sensitive as radioimmunoassay.
The laboratory equipment required is relatively inexpensive,
readily available, and the reagents are reasonably priced and
have a long shelf life. Technical manipulations are simple and the
assays may be very rapid, as separation steps are not generally
required.
The variety of labels available may allow multiple simultaneous
assays to be performed and it appears that there is a potential
for automating the enzyme immunoassay methods.
The aim of holding this International Symposium on Enzyme Labelled
Immunoassay of Hormones and Drugs, was to invite a number of
speakers from various countries who are working in this rapidly
developing field, and to have an opportunity to listen to their experien-
ces with this technique; also, to discuss the possibility of further
developments.
Prices are subject to change without notice
(132)
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haltigen Lösungen durch Adsorption quantitativ ent-
fernt werden. Im Gegensatz dazu erwiesen sich beide
Adsorbentien völlig unwirksam gegenüber der Chro-
mozym TH-spaltenden Aktivität von Serum. Weder
durch Variation des Puffers, des pH-Wertes oder der
lonenstärke gelang es, meßbare Mengen der Serum-
aktivität zu adsorbieren.
f) Der Einfluß von Antithrombin III mit oder ohne Zu-
satz von Heparin auf Thrombinlösungen entsprach
den Erwartungen: Ein Thrombin-Testansatz von
1527 U/l sank auf 329 U/l bei Inkubation mit Citrat-
plasma (30 min bei 37° C). Dabei war es gleichgültig,
ob das Thrombin in reinem Wasser oder in Gegenwart
von Albumin gelöst vorlag.
g) Wurde dem Thrombin-Testansatz neben Plasma zusätz-
lich noch 30 USP-E/1 Heparin zugesetzt, so verlor er
nach 15 min Inkubation bei 37° C seine Spaltungsakti-
vität vollständig. Erst ab 15 USP-JB/1 konnte eine ge-
ringe Aktivität gemessen werden.
h) Wurde dagegen an Stelle von Thrombin Serum einge-
setzt, so konnte die Chromozym TH-spaltende Akti-
vität weder durch Plasma noch durch Heparin bis zu
950 USP-E/1 gehemmt werden. Dies gilt sowohl für
den Fall, daß Serum und Plasma von der gleichen Ver-
suchsperson gewonnen waren, als auch dann, wenn
Serum und Plasma von verschiedenen Personen stamm-
ten. Daraus folgt, daß die Serumaktivität unter den
gegebenen Versuchsbedingungen nicht durch Anti-
thrombin III beeinflußt werden kann.
i) Die Aktivität hinsichtlich der Umwandlung von Fibri-
nogen zu Fibrin wurde in folgender Weise geprüft: Zu-
satz von Thrombin fuhrt bei Citratplasma und/oder
gereinigter Rinderfibrinogenlösung (5g/l) rasch zu
einer Gerinnung, wobei die Zeit bis zum Gerinnungs-
eintritt von der zugesetzten Thrombinmenge abhängt
(Abb. 5). Die Chromozym TH-spaltenden Aktivitäten
im Serum führten dagegen im gesamten Beobachtungs-
bereich nicht zu einer Gerinnung des Fibrinpgens, auch
dann nicht, wenn bis zu 60 min bei 37° C inkubiert
wurde. Die Chromozym TH-spaltende Aktivität des
Serums hat also keine Thrombin-ähnliche Wirkung ge-
genüber Fibrinogen.
k) Im Vergleich zu Chromozym TH wurden neun andere
Substrate unter streng identischen Bedingungen auf
ihre Spaltbarkeit durch Eiimanseriim untersucht.
Die Ergebnisse, gemessen an einer Serum-Probe mit
relativ hoher Aktivität gegenüber Chromozym TH
sind in der Tabelte 3 wiedergegeben.
1) Bestimmung der Michaelis-Konstante für die Chromo-
zym TH-spkltende Aktivität von Serum im Vergleich
zu Human thrombin: Ein Hümanserum mit der Akti-
vität 1140 U/1 wurde mit einer Substratverdünnung
von 1,5 mmol/1 bis zu 0,25 mmol/1 absteigend inku^
biert und die Anfangsgeschwindigkeiten unter den be-
0.20 -
35 70 105 140 175 210 245
Kotalytische Konzentration [U/i]
Abb. 5. Die Wirkung von Thrombin, respektive Serum auf die
Fibrinogenspaltung, gemessen am Zeitpunkt des Gerin-
nungseintritts,
o o = Thrombin = Serum
Tab. 3. Spaltungs-Aktivität eines Humanserums gegenüber
Chromozym TH und 9 anderen chromogenen Sub-
straten1) ohne und mit Aprotinin-Zusatz.
Ursprüngliche Aktivität nach
Aktivität Zusatz von
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Bz-Phe-Val-Arg-pNA (S 2160) 1 1,3
H-£>-Phe-Pip-Arg-pNA (S 2238) 3842
Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-pNA (S 2222) 22,6











schriebenen Standardbedingungen gemessen. In analo-
ger Weise wurde ein Humanthrombin-Präparat von
1175 U/l behandelt. Das Ergebnis ist in der Abbil-
dung 6 wiedergegeben. Der Lineweaver-Burk-Plot zeigt
für das verwendete Humanthrombin-Präparat einen
/Tm-Wert von 17,5 /imol/l, für das Humanseruih jedoch
31,25 1/1.
Die Substrataffinität des Serums ist also deutlich nie-
driger als die des gereinigten Humanthrombin^Präpa-
rates.
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Abb. 6. Lineweaver-ßurk-Daisteüung von Km von Human thrombin im Vergleich zu Serum fur Chromozym als Subs.trat, verdünnt
in Triethanolamin-Puffer. o o = Humanthrombin (Km = 17,5 / ) D = Serum (Km = 31,25 jumol/l)
Identifikation der gerrinungsabhängigen Serum-
Protease-Aktivität
Elektrophoretische Trennung und Visualisierung der
Serum-Protease-Aktivität
Die Abbildung 7 zeigt neun verschiedene Serumproben,
die von 4 gesunden Probanden und 5 Patienten mit ver-
schiedenen Diagnosen stammen. Man ersieht daraus, daß
in jedem Fall an charakteristischer Stelle, etwa im Bereich
der a2-Globulinfraktion, eine enzymatisch aktive Bande
auftritt. Bei einzelnen Seren sind andeutungsweise noch
eine oder zwei Fraktionen in anderen Positionen zu er-
kennen, die wesentliche Chromozym TH-spaltende Akti-
vität liegt aber in einer einheitlichen Position. Im Gegen-
satz dazu gibt das Humanthrombin keine einheitliche
Trennung, seine Position deckt sich nicht mit der Chro-
mozym TH-spaltenden Aktivität von Serum.
Identifikation der Chromozym TH-spaltenden Aktivität
des Serums mittels Immunpräzipitation
Wurde einem Aliquot Serum eine gleiche Menge anti-
a2 -Makroglobulin zugefügt und das Gemisch 30 min bei
37° C inkubiert, so entstand eine makroskopisch deutlich
erkennbare Trübung. Nach Zentrifugation konnte im
Überstand nur noch eine geringe Menge an Chromozym
TH-spaltender Aktivität bestimmt werden. Dabei wurde
berücksichtigt, daß auch das tierische Antiserum eine ge-
wisse Chromozym TH-spaltende Aktivität besaß, die na-
turgemäß nicht ausgefällt wurde. Zur Überprüfung der
Spezifität dieses Versuches wurden analoge Fällungen
mit anti-HaptogJobin-Serum, anti-Transferrin-Serüm,
anti-IgA-Serum, anti-aj-Antitrypsin-Serum und anti-
Prothrombin-Serum durchgeführt. Es zeigte sich, daß die
Chromozym TH-spaltende Aktivität nur mit dem Anti-
serum gegen a2 -Makroglobulin präzipitiert werden konnte.




Abb. 7. Elektrophoretische Trennung der Chromozym TH-spal-
tenden Aktivität von 9 Serumproben und l Präparat
von Humanthrombin.
1 = Blutspender 1046 U/l
2 = Blutspender 1128 U/l
3 = Blutspender 1093 U/l
4 = Blutspender 846 U/l
5 = Pancytopenie bei Autoimmunerkrankung 94 U/l
6 = Hepatitis 388 U/l
7 = Cholelithiasis 2714 U/l
8 = Bronchial-Ca 3748 U/l
9 = Terminale Uraemie 3290 U/i
10 = Humanthrombin
Diskussion der Ergebnisse
Die Beobachtung, daß im menschlichen Serum stets
relativ hohe Prötease-Aktivitäten vorhanden sind, von
denen das Tripeptid Tos-Gly-Pro-Arg-pNA gespalten
wird, war überraschend. Den Mitteilungen von Roka (24)
war zu entnehmen, daß im Citratplasma und im Serum
von Patienten mit Leber-Erkrankungen pröteolytische,
gegen Chromozym TH gerichtete Aktivitäten gefunden
werden. Daß sich aber regelmäßig im Serum von Gesun-
den und Kranken relativ hohe spezifische Protease-Akti-
vitäten finden, ist offenbar nicht untersucht worden. Die
Spezifität gegenüber dem geprüften Tosyltripeptid ist
in Tabelle 3 im Vergleich zu ähnlichen, chromogenen
Substraten wiedergegeben. Unger & Struck (25) haben
mit 19 verschiedenen p-Nitroaniliden von Aminosäuren,
Acylaminosäuren, Dipeptiden und Acyldipeptiden nur
sehr geringe Hydrolyseaktivitäten in menschlichen Seren
gefunden.
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Andererseits ist es in orientierenden Untersuchungen an
Patientenseren nicht gelungen, einen Hinweis auf eine
mögliche diagnostische Relevanz dieser Serumprotease-
Aktivitäten zu finden.
Die Häufigkeitsverteilung der Amidaseaktivität im Serum
ähnelt jener, die Witt (26) als Häufigkeitsverteilung der
Prothrombinwerte bei Normalpersonen (Quick-Weit
100% oder < 100%) gefunden hat, obwohl die Kurven
unter völlig anderen Bedingungen gewonnen wurden.
Ihre Feststellung, daß der Vergleich von Qwzcfc-Werten
mit Protease-Aktivitäten zu widersprüchlichen Ergeb-
nissen führt, traf auch auf die Serumaktivität zu. Zwar
zeigten die unter Antikoagulantien stehenden Patienten
im Serum niedrigere Protease-Aktivitäten, doch war
keine befriedigende Korrelation zu gewinnen. Deshalb
wurde weder die Regressionsgerade noch der Korre-
lationskoeffizient berechnet.
Ungeklärt ist vorläufig der Einfluß des Kontaktsystems
(27).
Nach Angaben in der Literatur (28) gilt die hohe Spal-
tungs-Spezifität von Thrombin (neben anderen Arginin-
abhängigen Proteasen, d. h. Trypsin, Plasmin und
Kallikrein) gegenüber Chromozym TH als gesichert.
Durch Zusatz von Aprotinin kann der Einfluß der
anderen Proteasen unterdrückt werden. Demnach mußte
die Serumaktivität entweder Thrombin entsprechen
oder es handelte sich um einen anderen, mit Thrombin
nicht identischen „Faktor".
Von Thrombin unterschiedlich ist die Serumaktivität in
den folgenden 5 Punkten:
1. Im Gegensatz zu Thrombin kann die Serumaktivität
nicht durch Antithrombin III (das in jedem normalen
Plasma vorliegt) gehemmt werden, auch dann nicht,
wenn gleichzeitig Heparin zugegeben wird.
2. Während Thrombin von Bariumsulfat und/oder
Alumimumhydroxid adsorbiert wird, trifft dies auf
die Serumaktivität nicht zu. Dies ist auch schon von
Roka (29) beobachtet worden.
3. Auffallend ist auch die weit höhere Lagerungsstabili-
tät der Serumaktivität im Vergleich zu Thrombin.
4. Wichtigster Unterschied ist jedoch, daß die Serum-
aktivität nicht in der Lage ist, Fibrinogen in Fibrin
zu überfuhren. Offenbar wird durch die Serumaktivi-
tät das große Fibrinogenmolekül nicht gespalten, wohl
aber das kleine Chrompzym TH-Mplekül.
5. Schließlich stimmt die elektrophore tische Wanderung
der Serumaktivität nicht befriedigend mit den ge-
prüften Humanthrombin-Präparäten überein. Aller-
dings ist die genaue Zusammensetzung des käuflichen
Thrombinpräparates nicht bekannt. Da Thrombin
bekanntlich (30) in „multiple forms" auftritt, die
sich in Molekulargewicht und enzymatischer Aktivi-
tät unterscheidien, ist ein nicht näher identifiziertes
käufliches Präparat zu Vergleichszwecken wenig
geeignet.
6. Die A"m-Werte zwischen Serum- und Humanthrombin
differieren deutlich, die Serumaffinität zu Chromo-
zym TH ist nur etwa halb so groß wie die von Throm-
bin.
Die Erkenntnis, daß es sich bei der Chromozym TH-
spaltenden Aktivität des Serums um einen Komplex
aus Thrombin und a2-MakrogJobulin handelt, ist nicht
grundsätzlich neu. Barret & Starkey (31) haben gezeigt,
daß <*2-Makroglobulm die Fähigkeit hat, Serinproteasen
zu binden, nicht jedoch andere Enzyme oder enzy-
matisch inaktive Vorstufen der Proteasen. Es ist charak-
teristisch, daß die Enzymmoleküle in gebundenem Zu-
stand in der Lage sind, mit Substraten und Inhibitoren
von niedrigem Molekulargewicht zu reagieren, nicht
jedoch mit solchen von hohem Molekulargewicht. Die
Autoren haben diese Bindungswirksamkeit an Trypsin,
Chymotrypsin, Kathepsin, Papain und anderem unter-
sucht, Iwamoto et. al. (32) an Antiplzsmin. Lanchaniin
et al. (33) haben gefunden, daß die esterspaltenden
Eigenschaften von Thrombin durch a2-Makroglobulin
nicht, die Fibrinogenspaltung dagegen gehemmt wird.
Demnach verhalten sich beide (nicht identische) aktive
Zentren des Thrombinmoleküls bei der Bindung an
a2-Makroglobulin übereinstimmend. AuchHarpel (34)
vertritt die Annahme, das aktive Zentrum der Serin-
proteasen im a2-Makroglobulin-Enzymkomplex bleibe
hinsichtlich des katalytischen Potentials gegenüber klein-
molekularen Substraten voll erhalten, während die
Hydrolyse der natürlichen Proteinsubstrate sterisch ge-
hindert wird.
Es bleibt die Frage offen, warum die Wirksamkeit des
Thrombin-a2-Makroglobulin-Komplexes nicht auch im
Plasma an der Chromozym TH-Spaltung nachgewiesen
werden kann. Als Erklärung liegt die Annahme nahe,
daß Komplexe dieser Art von den zellulären Bestand-
teilen des Blutes, insbesondere von den Makrophagen
rasch aufgenommen werden, ein Prozeß, der eine zweite
Stufe von Eliminationsvorgängen im menschlichen Blut
darstellen könnte. Die Frage, ob in der Blutbahn auf-
tretendes Thrombin auf zwei (unabhängigen?) Wegen
eliminiert wird, nämlich durch den Antithrombin-Hepa-
rin-Cofactor-Mechanismus (35) und andererseits durch
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